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姜黄素增强5-FU对结直肠癌小鼠移植瘤生长抑制能力的研究*
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  [摘 要] 目的 探讨姜黄素联合5-氟尿嘧啶(5-FU)对结直肠癌(CRC)小鼠移植瘤生长的影响及可能的

分子机制。方法 将CRC细胞系SW480接种于BALB/c小鼠右腋窝皮下,建模成功后将小鼠随机分为对照

组、姜黄素组、5-FU组和联合组,每组10只。连续给药14
 

d后处死小鼠,比较各组移植瘤质量、瘤质量抑制率、
移植瘤体积、瘤体积抑制率,以及miR-148a、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)相对表达量。结果 姜黄素组、5-FU组和

联合组移植瘤质量显著低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、5-FU组移植瘤质量及瘤质量抑

制率与联合组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、5-FU组和联合组移植瘤体积显著低于对照组,
差异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、5-FU组移植瘤体积与联合组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。

5-FU组瘤体积抑制率与联合组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、联合组移植瘤组织中 miR-
148a相对表达量显著高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、5-FU组和联合组Bcl-2相对表达

量显著低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。联合组移植瘤组织中 miR-148a、Bcl-2相对表达量与姜黄

素组、5-FU组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 姜黄素能增强5-FU抑制CRC小鼠移植瘤生长的

能力,其机制可能与姜黄素通过调控miR-148a、Bcl-2表达及诱导肿瘤凋亡有关。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

curcumin
 

combined
 

with
 

5-Fluorouracil(5-FU)
 

on
 

the
 

growth
 

of
 

colorectal
 

cancer(CRC)
 

mice
 

transplanted
 

tumor
 

and
 

its
 

possible
 

molecular
 

mechanism.Methods 
The

 

CRC
 

cell
 

line
 

SW480
 

was
 

inoculated
 

subcutaneously
 

into
 

the
 

right
 

armpit
 

of
 

BALB/c
 

mice.After
 

success-
ful

 

modeling,the
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,the
 

Cur
 

group,the
 

5-FU
 

group
 

and
 

the
 

combined
 

group,with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.After
 

continuous
 

administration
 

for
 

14
 

days,the
 

mice
 

were
 

euth-
anized,and

 

the
 

quality
 

of
 

transplanted
 

tumors,tumor
 

mass
 

inhibition
 

rate,transplanted
 

tumor
 

volume,tumor
 

volume
 

inhibition
 

rate,as
 

well
 

as
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-148a
 

and
 

B-lymphoblastoma-2(Bcl-2)
 

were
 

compared
 

in
 

each
 

group.Results The
 

quality
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

in
 

the
 

Cur
 

group,the
 

5-FU
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

quality
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

and
 

the
 

tumor
 

mass
 

inhibition
 

rate
 

in
 

the
 

Cur
 

group
 

and
 

the
 

5-FU
 

group
 

were
 

significantly
 

different
 

from
 

those
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

(P<0.05).The
 

volume
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

in
 

the
 

Cur
 

group,

the
 

5-FU
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
The

 

volume
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

in
 

the
 

Cur
 

group
 

and
 

the
 

5-FU
 

group
 

was
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

(P<0.05).There
 

was
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

tumor
 

volume
 

inhibition
 

rate
 

between
 

the
 

5-FU
 

group
 

and
 

the
 

combined
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-148a
 

in
 

the
 

transplanted
 

tumor
 

tissue
 

of
 

the
 

Cur
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
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the
 

control
 

group(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

Bcl-2
 

in
 

the
 

Cur
 

group,the
 

5-FU
 

group
 

and
 

the
 

combination
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-148a,Bcl-2
 

in
 

the
 

combined
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

curcumin
 

group
 

and
 

the
 

5-FU
 

group
 

(P<0.05).Conclusion Curcumin
 

can
 

enhance
 

the
 

ability
 

of
 

5-FU
 

to
 

inhibit
 

the
 

growth
 

of
 

CRC
 

mice
 

transplanted
 

tumor,and
 

its
 

mechanism
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

regulation
 

of
 

miR-148a
 

and
 

Bcl-2
 

expression
 

and
 

the
 

induction
 

of
 

tumor
 

apoptosis.
[Key

 

words] Curcumin; 5-Fluorouracil; Colorectal
 

cancer; Transplant
 

tumor

  结直肠癌(CRC)是全球第3大常见恶性肿瘤,同
时也是癌症相关死亡的第2大原因,其发病率呈逐年

上升趋势[1],严重威胁着人们生命健康[2]。CRC发病

隐匿、早诊率低,多数患者确诊时已处于中晚期,错过

了最佳手术治疗期,化疗则成为CRC中晚期患者的

主要治疗手段。5-氟尿嘧啶(5-FU)属于嘧啶类抗癌

药物,广泛用于CRC临床化疗[3],然而部分CRC患

者,特别是中晚期伴转移的患者存在对5-FU耐药现

象[4],临床上常采用联合用药以提高其抗癌效果。因

此,探索与5-FU协同且能增强其疗效的药物显得尤

为重要。姜黄素(Curcumin)是从中药姜黄中提取的

多酚类化合物,具有抗炎、抗肿瘤等作用[5-6]。体外实

验研究表明,姜黄素可抑制CRC细胞增殖、侵袭、迁
移[7-8],然而其在体内能否抑制CRC生长,尚缺乏充

分的实验依据。微小RNA(miRNA)是长度约为22
个核苷酸的非编码RNA,能通过与 mRNA靶序列结

合,负向 调 控 其 表 达,与 肿 瘤 的 发 生、发 展 密 切 相

关[9-10]。有研究指出,上调 miR-148a可抑制CRC细

胞增殖、迁移[11]。姜黄素在体内能否通过上调 miR-
148a增强5-FU抑制CRC的能力尚不清楚。本研究

通过建立CRC小鼠移植瘤模型,探讨了姜黄素联合

5-FU对CRC小鼠移植瘤生长的影响及可能的分子

机制,以期为CRC临床治疗提供新的实验依据。
 

1 材料与方法

1.1 实验细胞、动物及药品 CRC
 

SW480细胞系购

自上海信裕生物科技有限公司;SPF级雌性BALB/c
小鼠40只,体重20~25

 

g,购自苏州爱尔麦特实验动

物有限公司。姜黄素购自浙江联硕生物科技有限公

司,5-FU购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2 主要试剂与仪器 RPMI
 

1640培养基、胎牛血

清购自上海语纯生物科技有限公司;磷酸盐缓冲液

(PBS)购自广州威佳科技有限公司;青-链霉素双抗购

自上海康朗生物科技有限公司;0.25%胰蛋白酶购自

上海研谨生物科技有限公司;75%乙醇购自山东控感

医疗科技有限公司;异丙醇购自山东旭晨化工科技有

限公司;氯仿购自北京沃凯生物科技有限公司;焦碳

酸二乙酯(DEPC)水购自南京江苑生物科技有限公

司;定量聚合酶链式反应(qPCR)试剂盒购自北京索

莱宝科技有限公司;miR-148a、B淋巴细胞瘤-2(Bcl-

2)引物序列均由上海启因生物科技有限公司设计合

成;Trizol试剂购自广州康祥生物科技有限公司;实时

荧光定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR)试剂盒购

自上海康朗生物科技有限公司;BD-S1倒置显微镜购

自深圳博视达光学仪器有限公司;VS-HH-600恒温

水箱购自江苏无锡沃信仪器制造有限公司;细胞培养

超净工作台购自广州君鸿净化科技有限公司;二氧化

碳细胞培养箱购自辽宁中林生命科学有限公司;电子

天平、游标卡尺购自绍兴万力仪器有限公司;DW-
86L158超低温冰箱购自上海坤诚科学仪器有限公

司;TG12M离心机购自上海豫明仪器有限公司。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养、SW480细胞小鼠移植瘤模型建

立 复苏SW480细胞,将冻存的人SW480细胞从液

氮取出,置于37
 

℃水浴箱中,待冻存液融化后,将其

移入离心管内,2
 

500
 

r/min离心5
 

min,弃去上清,加
入含10%胎牛血清、1%青-链霉素双抗的RPMI

 

1640
培养基,随后反复吹打成细胞悬液状态,后接种于无

菌培养瓶中,将培养瓶置于37
 

℃、5%CO2 培养箱中

培养。倒置显微镜下动态观察细胞生长情况,根据细

胞生长状况,隔天对培养基进行更换。倒置显微镜下

观察细胞生长状况,待培养瓶底细胞汇合度达80%~
85%时,则视为细胞处于对数生长期,此时可进行细

胞传代培养。取对数生长期细胞,弃培养基,用适量

PBS缓冲液冲洗3次,后向培养瓶加入1
 

mL提前配

置好的胰蛋白酶消化液进行消化,消化时间约1
 

min,
使胰蛋白酶充分与瓶底细胞接触消化。在此过程中,
将培养瓶置于倒置显微镜下动态观察细胞消化情况,
待细胞变圆后立即终止消化,以防止因细胞过度消

化,导致细胞出现损伤。然后加入RPMI
 

1640培养

基,吹打细胞,制成单细胞悬液。调整细胞密度至4×
107/mL,接种前使用75%乙醇给小鼠接种部位皮肤

进行局部消毒处理,采用1
 

mL无菌注射器吸取0.2
 

mL细胞悬液接种于小鼠右腋窝皮下。接种完毕后,
使用无菌棉签按压针口处,以防止接种细胞逸出。将

小鼠置于无菌条件下饲养,饲养条件:温度23~25
 

℃,湿度55%~60%。动态观察移植瘤体积,待移植

瘤长径约为6
 

mm时视为建模成功。

1.3.2 实验分组及给药方法 建模成功后,将小鼠
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随机分为4组:对照组、姜黄素组、5-FU组和联合组,
每组10只。给药方法:对照组灌胃给予10

 

mL/kg生

理盐水,姜黄素组灌胃给予150
 

mg/kg姜黄素,5-FU
组腹腔注射给予25

 

mg/kg
 

5-FU,联合组灌胃给予

150
 

mg/kg姜黄素+腹腔注射给予25
 

mg/kg
 

5-FU。
各组每2天给药1次,连续给药14

 

d。

1.3.3 移植瘤体积、重量测定及抑瘤率计算 末次

给药后24
 

h,采用颈椎脱臼法处死各组小鼠,剥离肿

瘤组织,电子天平称取各组移植瘤质量,取平均值,计
算瘤质量抑制率。瘤质量抑制率(%)=(对照组平均

移植瘤质量-其他组平均移植瘤质量)/对照组平均

移植瘤质量×100%。游标卡尺测量各组移植瘤大

小,记录移植瘤长径和短径。移植瘤体积=(长径×
短径2)/2,取平均值,计算瘤体积抑制率。瘤体积抑

制率(%)=(对照组平均移植瘤体积-其他组平均移

植瘤体积)/对照组平均移植瘤体积×100%。-80
 

℃
冰箱保存备用。

1.3.4 qRT-PCR检测 从-80
 

℃冰箱取出各组移

植瘤组织,用眼科剪刀将移植瘤组织块剪碎,随后加

入RNA裂解液,并研磨数次,大约6
 

min,直至完全裂

解,随后静置8
 

min。随后加入300
 

μL氯仿,4
 

℃下

12
 

000
 

r/min离心10
 

min。取上清液,并移入不含

RNA酶的离心管中,随后加入1.5
 

mL异丙醇,充分

融合混匀后,静置15
 

min。4
 

℃下12
 

000
 

r/min离心

10
 

min,弃去上清液,随后加入1.5
 

mL
 

75%乙醇,充
分混匀后4

 

℃下7
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃去上清,
室温下晾干,加入DEPC水溶解RNA。取2

 

μL,采用

分光光度计测量RNA浓度,根据逆转录试剂盒说明,
将RNA逆转录为cDNA,按照qPCR试剂盒及引物

要求,经qPCR仪分别扩增 miR-148a、Bcl-2
 

mRNA。
扩增条件为:预变性93

 

℃
 

2
 

min、变性95
 

℃
 

20
 

s、退
火60

 

℃
 

30
 

s,共40个循环。以 U6为内参,采用

2-△△CT 法计算miR-148a、Bcl-2相对表达量。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行分

析,计量资料以x±s表示,组间比较采用t检验,多组

间比较采用方差分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组移植瘤质量及瘤质量抑制率比较 姜黄素

组、5-FU组和联合组移植瘤质量显著低于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、5-FU组移植

瘤质量、瘤质量抑制率与联合组比较,差异有统计学

意义(P<0.05)。见表1。

2.2 各组移植瘤体积及瘤体积抑制率比较 姜黄素

组、5-FU组和联合组移植瘤体积显著低于对照组,差
异有统计学意义(P<0.05)。姜黄素组、5-FU组移植

瘤体积与联合组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
5-FU组瘤体积抑制率与联合组比较,差异有统计学

意义(P<0.05)。见图1、表2。
表1  各组移植瘤质量、瘤质量抑制率比较(x±s)

组别 n 移植瘤质量(mg) 瘤质量抑制率(%)

对照组 10 273.82±9.15 0

姜黄素组 10 204.12±13.78ab 25.53±3.08b

5-FU组 10 138.75±11.15ab 49.30±3.65b

联合组 10 50.36±10.41a 81.60±4.16

  注:与对照组比较,aP<0.05;与联合组比较,bP<0.05。

图1  成瘤小鼠

表2  各组移植瘤体积及瘤体积抑制率比较(x±s)
  

组别 n 移植瘤体积(mm3) 瘤体积抑制率(%)

对照组 10 138.45±7.41 0

姜黄素组 10 92.05±8.62ab 33.51±4.75

5-FU组 10 63.28±6.91ab 54.29±4.37b

联合组 10 15.04±6.74a 89.13±5.62

  注:与对照组比较,aP<0.05;与联合组比较,bP<0.05。

2.3 各组移植瘤组织中miR-148a、Bcl-2相对表达量

比较 姜黄素组、联合组移植瘤组织中 miR-148a相

对表达量显著高于对照组,差异有统计学意义(P<
0.05)。姜黄素组、5-FU组和联合组Bcl-2相对表达

量显著低于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
联合组移植瘤组织中 miR-148a、Bcl-2相对表达量与

姜黄素组、5-FU 组比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表3。

表3  各组移植瘤组织中 miR-148a、Bcl-2
   相对表达量比较(x±s)

组别 n miR-148a Bcl-2

对照组 10 0.73±0.34 1.54±0.47

姜黄素组 10 1.45±0.07ab 0.71±0.12ab

5-FU组 10 0.86±0.13b 0.84±0.07ab

联合组 10 2.34±0.18a 0.12±0.14a

  注:与对照组比较,aP<0.05;与联合组比较,bP<0.05。

3 讨  论

CRC是一种高度异质的消化道恶性肿瘤,早期无
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特异症状[12]。化疗是CRC重要的治疗手段。5-FU
是CRC一线化疗药物,但长期应用易产生耐药,且其

带来的毒副作用较大,易导致临床化疗失败[13-14]。因

此,探索减毒、增敏、协同的辅助化疗药物十分必要。
中药以其低毒、高效、多靶点等优势,在肿瘤耐药逆

转、增敏研究中越来越受到关注。姜黄素是一种天然

多酚类化合物。体外研究表明,姜黄素可增加CRC
细胞对5-FU的敏感性[15]。为验证姜黄素在体内能

否增强5-FU的抗癌效果,本研究通过建立CRC小鼠

移植瘤模型,观察姜黄素联合5-FU对移植瘤生长的

影响,结果显示,姜黄素组、5-FU组和联合组移植瘤

质量、体积显著低于对照组。提示姜黄素在体内亦可

抑制CRC生长,与既往体外细胞实验研究结果相

符[16]。同时,本研究结果显示,5-FU组移植瘤质量、
瘤质量抑制率、瘤体积抑制率与联合组比较,差异有

统计学意义(P<0.05)。提示姜黄素与5-FU联用能

够增强5-FU抑制CRC小鼠移植瘤生长的能力,提高

抗癌效果。在此基础上,本研究进一步对姜黄素增强

5-FU抑制CRC小鼠移植瘤生长的作用机制进行了

初步探讨。

miR-148a是近年来备受关注的 miRNA之一,其
在多种不同类型肿瘤发生、发展中发挥着关键的调控

作用。LI等[17]采用qRT-PCR检测了乳腺癌患者血

清miR-148a表达水平,结果显示,乳腺癌患者血清中

miR-148a表达水平显著降低,且与患者不良预后密切

相关,提示 miR-148a有望成为乳腺癌诊断和预后评

估的生物标志物。在小细胞肺癌中,上调 miR-148a
表达也可显著抑制小细胞肺癌的侵袭、迁移能力[18]。
以上研究表明,miR-148a可充当抑癌基因发挥抑癌作

用。此外,miR-148a在肿瘤化疗耐药中同样扮演着重

要角色。CHEN等[19]采用流式细胞术检测了 miR-
148a对三氧化二砷处理的肾癌Caki-1细胞的增敏能

力,结果显示,miR-148a可显著增加肾癌细胞对三氧

化二砷的敏感性。上调miR-148a表达也可提高前列

腺癌对紫杉醇的化疗敏感性[20]。有报道指出,过表达

miR-148a可增强CRC细胞对顺铂的化疗敏感性[21]。
本研究采用qRT-PCR 检测了各组移植瘤组 织 中

miR-148a的相对表达量,结果显示,联合组移植瘤组

织中miR-148a相对表达量与5-FU组比较,差异有统

计学意义(P<0.05)。这与上述相关文献报道一致,
提示姜黄素增强5-FU抑制CRC小鼠移植瘤生长的

能力的机制可能与 miR-148a表达上调有关,而且

miR-148a在CRC中可能同样具有抑癌和化疗增敏

作用。
凋亡是由基因调控的程序性细胞死亡。研究表

明,凋亡与肿瘤耐药关系密切。QIAO 等[22]研究发

现,凋亡抑制能介导口腔鳞癌对顺铂的化疗耐药。另

外,抑制凋亡可增加肝癌细胞对5-FU耐药[23]。Bcl-2
是目前公认的抗凋亡基因,其可在 miRNA调控下介

导多种肿瘤的化疗增敏效应。CHEN 等[24]在肺癌

H460细胞中转染 miR-1,使其过表达后发现,Bcl-2
表达明显下调,进而增强 H460细胞对顺铂的化疗敏

感性。QU等[25]通过细胞实验验证了 miR-503可通

过下调Bcl-2的表达,从而降低乳腺癌 MCF-7细胞对

他莫昔芬的耐药性。文柳静等[26]的体外实验研究指

出,参芪扶正注射液可通过 miR-29b负向调控Bcl-2
的表达,进而增加胰腺癌对化疗的敏感性。本研究结

果显示,联合组移植瘤组织中Bcl-2相对表达量与姜

黄素组、5-FU组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
提示姜黄素增强5-FU抑制CRC小鼠移植瘤生长的

能力的机制可能与Bcl-2表达下调、促进肿瘤细胞凋

亡有关。而且,miR-148a可能通过下调Bcl-2表达诱

导凋亡,从而参与姜黄素增强5-FU抑制CRC小鼠移

植瘤生长的过程。miR-148a与Bcl-2是否存在靶向

调控关系,仍需进一步通过体外细胞实验验证。
综上所述,姜黄素能增强5-FU抑制CRC小鼠移

植瘤生长的能力,其机制可能与姜黄素 通 过 调 控

miR-148a、Bcl-2表达、诱导肿瘤凋亡有关。本研究初

步探讨了姜黄素联合5-FU对CRC小鼠移植瘤生长

的影响及可能的分子机制,为CRC临床治疗提供了

新的实验依据。
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